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摘 X: 本 试验 以 猪 小 肠 上 皮 细 胞 Cintestinal porcine epithelial cells-1, IPEC-1) 为 模型 ， 探 


讨 牛 膝 多 糖 (Achyranthes bidentata polysaccharides, ABPS) 对 IPEC-1 增殖 、 紧 密 连 接 相 关 


EA mRNA 表达 和 沙门 氏 菌 侵 染 的 有 影响。 在 IPEC-1 细胞 培养 基 中 分 别 加 入 相应 剂量 的 


ABPS， 使 培养 基 中 ABPS 终 浓 度 分 别 为 0、$0、100、200、400 pg/mL。 分 别 采用 MTT 法 、 


实时 荧光 定量 PCR 法 和 平板 细菌 计数 法 检测 ABPS 对 IPEC-1 的 影响 。 结 果 表 明 : 1) 与 对 


照 组 相 比 ，ABPS 对 IEPC-1 增殖 无 显著 影响 (P>0.05) 。2) ABPS 处 理 能 显著 抑制 沙门 氏 


I 


菌 的 侵 染 ， 随 着 ABPS 浓度 的 增加 ， 其 抑制 效果 先 增 加 后 减少 ， 浓 度 为 50 pg/mL 时 抑制 效 


果 达 到 峰值 ， 其 细胞 被 侵 染 的 沙门 氏 菌 数量 极 显 著 低 于 对 照 组 、200、400 ug/mL ABPS 组 


tg 


(P<0.01) . 3) 与 对 照 组 相 比 ，50、200 pg/mL ABPS 均 极 显著 上 调 IEPC-1 紧密 连接 相关 


蛋白 [Ras 相关 的 C3 肉 毒素 底 物 1 CRACIO 、 细 胞 质 密闭 小 带 -1 (2ZO-1) ~ Occludin, 


Claudin-1]mRNA 的 相对 表达 (P<0.01) 。 由 此 可 知 ， 适 量 的 ABPS 能 够 通过 上 调 IEPC-1 紧 


lim] 


密 连接 相关 和 蛋白 mRNA KA, MTS NS SER GERRI HE, FAT EG WP. 
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肠 黏膜 屏障 可 有 效 地 阻挡 肠 道 内 微生物 及 其 毒素 向 肠 腔 外 组 织 扩 散 和 病原 微生物 的 入 


侵 02， 而 其 黏膜 上 皮 细 胞 间 良 好 的 紧密 连接 结构 是 维持 肠 黏膜 发 挥 正常 屏障 功能 和 吸收 功 
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21 ” 括 跨 膜 的 闭锁 蛋白 (Occludin)〉、 闭 合 和 蛋白 (Claudin〉 和 细胞 质 密闭 小 带 (ZO) 1 一 3 等 多 


22 ”种 和 蛋白 从， 一 旦 这 些 绰 白 的 表达 和 定位 发 生 改 变 ， 就 会 诱导 宿主 细胞 骨架 重 排 、 连 接 结构 


23 ”破坏 ,从 而 导致 细胞 通 透 性 升 高 ， 对 抗原 物质 的 屏障 功能 减弱 ,病原 体 将 通过 上 皮 细 胞 进入 


24 机体， 引发 一 系列 肠 道 疾病 3。 沙门 氏 菌 是 一 种 革 兰 氏 阴 性 菌 ， 可 以 通过 诱导 吞噬 作用 侵 


25 “入 肠 上 皮 细 胞 并 在 含 沙门 氏 菌 液 泡 中 存活 和 繁殖 00， 在 养 猪 生产 过 程 中 ， 极 易 感 染 2 一 4 月 


26 ，” 龄 的 仔猪 ， 导 致 仔猪 腹泻 ， 甚 至 死亡 0。 广 庆 华 外 研究 表明 ， 沙 门 氏 菌 SL1344 和 SARB21 


27 ”感染 人 结肠 腺 癌 细 胞 (Caco-2) 后 ，Occludin，Claudin-1，ZO-1 等 蛋白 表达 下 降 ， 分 布 分 散 ， 


28 ”细胞 间隙 增 大 ， 细 胞 轮廓 不 清晰 。 牛 膝 多 糖 (Achyranthes bidentata polysaccharides, ABPS) 


29 ”是 从 苋 科 植 物 牛 膝 中 提取 、 分 离 、 纯 化 得 到 的 一 种 生物 活性 多 糖 ， 上 共有 抗 氧化 、 抗 肿瘤 、 提 


30 ”高 机 体 免疫 力 等 系列 作用 (3。 陈 清华 (3 研究 表明 ， 饲 粮 中 添加 适量 的 ABPS 能 显著 抑制 肠 


I, 显著 降低 仔猪 腹泻 发 生 率 , 但 这 是 否 与 ABPS 参与 调控 肠 上 皮 细 胞 间 紧 密 连 
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32 ” 接 的 形成 有 关 目 前 鲜 有 报道 。 因 此 , 本 试验 旨 在 以 猪 小 肠 上 皮 细 胞 (intestinal porcine epithelial 


33 cells-1, IPEC-1) 为 研究 对 象 ， 人 为 感染 沙门 氏 菌 ， 探 讨 ABPS 处 理 对 沙门 氏 菌 侵 染 PEC-1 


34 ”的 影响 ， 以 期 为 仔猪 的 健康 养殖 以 及 ABPS 的 开发 利用 提供 参考 。 


35 1 材料 与 方法 


= 36 11 主要 材料 


37 IPEC-1， 沙 门 氏 菌 817 菌 株 : 均 由 德州 农工 大 学 兽医 学 院 惠 赠 
38 ABPS: 购 自 武汉 东 康 源 科技 有 限 公 司 ， 纯 度 99%。 


39 1.2 主要 试剂 及 配制 


40 DMEM/F12 细 胞 培养 基 、0.25% 胰 和 蛋白酶 、 双 抗 试剂 购 自 Hyclone 公 司 ; 胎 牛 血清 FBS) 


AV ， 细胞 冻 存 液 购 自 Gibco 公 司 ，D-Hankes 缓 冲 液 、 中 性 磷酸 缓冲 液 (PBS) 购 自 Biotopped 公 司 ; 


42 Trizol (Carlsbad, CA, USA) 、PrimeScriptIM RT reagent Kit With gDNA Eraser (RR047A ) 


43 ”和 SYBR Premix EX Taq™ II (RR820A) 试剂 盒 均 购 自 宝 生物 KE) 工程 有 限 公 司 ; 表皮 
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生长 因子 (EGF) . ITS liquid Media Supplement (100 x) JW 


Sigma H] . 


100 mg/mL ABPS 母液 : 称 取 ABPS 粉末 0.500 g, WF 5 mL 三 蒸 水 中 ，0.22 um 微 孔 滤 


膜 抽 滤器 抽 滤 除 菌 ， 分 装 ， 一 20 CRF. 


LB 液体 培养 基 : 分 别称 取 10 g 蛋白 脉 、$ g 酵母 提取 物 、10 g NaCl， 加 入 950 mL WA 


水 中 溶解 ， 用 1 mol/L f] NaOH 调节 pH 到 7.0， 定 容 至 1L, 121 C., 20 min 高 压 灭 菌 ，4 C 


储存 。 


LB 固体 培养 基 : 分 别称 取 10 g EARR 5g 酵母 提取 物 、10 g NaCl， 加 入 950 mL XXZ& 


水 中 溶解 , 用 1 mol/L 的 NaOH 调节 pH 到 7.0, CRE 1L, 然后 加 入 15 g 琼脂 粉 , 121 "C. 


20 min 高 压 灭 菌 ， 待 冷却 至 50-60 CHF, BEI 


基础 培养 基 : 95% DMEM/F12 培 养 基 +5% FBS+5 ug/L EGF+1% ITS+100 U/mL Ei 8 xk 


ql 


+100 ug/mL 5E 8 Z o 


5 mg/m LMTT: 称 取 0.5 g MTT, 溶 于 100 mL PBS 中 , 0.22 hm 微 孔 滤 膜 抽 滤 器 抽 滤 除 菌 ， 
4 人 C 避 光 保 存 。 
1.3 主要 方法 


1.3.1 细胞 培养 


IPEC-1 经 活化 后 ， 培 养 在 基础 培养 基 中 ， 置 于 37 C, 596 CO; 培 养 箱 中 培养 。 细 胞 生 


长 至 80% 一 90% 融 合 后 ， 用 0.25% 胰 和 蛋白酶 消化 ， 倒 置 显 微 镜 下 计数 ， 收 集 细 胞 用 于 细胞 传 


代 或 后 续 试 验 。 


1.3.2 ABPS 对 IPEC-1 增殖 的 影响 


将 细胞 以 1X104 个 / 孔 接种 于 96 和 孔 细胞 培养 板 中 , 每 孔 加 入 200 uL 基础 培养 基 , 37 "C. 


5% CO; 培 养 箱 中 培养 ， 待 细胞 贴 壁 后 ， 分 别 加 入 相应 剂量 的 ABPS， 使 培养 基 中 ABPS 终 


浓度 分 别 为 0、50、100、200、400 hg/mL， 分 别 继续 培 养 12. 24. 48. 72h 每 个 时 间 点 


每 个 处 理 设 6 个 重复 孔 ) ， 加 入 20 nL MTT， 继 续 培养 4h， 吸 弃 培 养 基 ， 加 150 pL 二 甲 基 
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WAX (DMSO) ， 摇 床 低速 振荡 10 min， 用 酶 标 仪 在 490 nm 波长 处 测 吸光 度 值 COD 值 ) 。 


细胞 增殖 以 OD 值 呈 现 。 


1.3.3 沙门 氏 菌 对 IPEC-1 的 侵 染 


O 沙门 氏 菌 的 准备 : 细胞 消化 分 板 当天 , 挑 取 单 个 817 菌落 于 5 mL LB 液体 培养 基 中 ， 


200rpm. 37 “CHASER (10—121:0 ， 然 后 取 10 wh 菌 液 于 另 一 支 SmLLB 液体 培养 


基 中 ，37 CHRI JE (20~24h) ,1 000 rpm 离心 10 min， 弃 上 清 ， 用 5 mL 不 含 抗生素 


和 FBS ASG niit 783 E x A A o 


Q 将 细胞 以 $X104 个 / 孔 接种 于 24 孔 细 胞 培养 板 ， 每 孔 加 入 1 mL Seana See, £4 


胞 贴 壁 后 ,分 别 加 入 相应 剂量 的 ABPS, 使 培养 基 中 ABPS AYRE AGIA 0. 50. 100. 200. 


400 pg/mL (每 个 处 理 设 5 个 重复 孔 ) ，37 C, 596 CO 培养 箱 中 培养 48 h， 吸 弃 培 养 基 ， 


PBS 润 洗 2 次 ; 每 孔 加 入 100 uL 沙门 氏 菌 


悬 液 , 1 000 rpm 室温 离心 10 min, 37 '‘C、5% CO2 


培养 箱 中 孵育 1 h; 吸 弃 上 清 液 ，PBS 润 洗 2 次 ; 每 孔 加 入 含 庆 大 霍 素 (100 pg/mL) 无 FBS 


的 培养 基 1mL，37 C, 596 CO; 培 养 箱 


继续 孵育 2h; 吸 弃 培养 基 ，PBS 润 洗 3 次 ; 每 


孔 加 入 200 uL 1% Triton X-100 裂解 液 , 37 "C. 5% CO2 EZEAG HIE A 5 min; 每 孔 加 入 800 


HLPBS， 反 复 吹 打 ， 然 后 移入 1.5 mL 离心 管 ， 用 PBS 按 10 倍 次 方 依次 稀释 。 


© 每 个 LB 培养 由 (09cm) 中 分 别 接 


! 100 pL 的 上 述 裂 解 稀释 液 (103. 104. 10°, 


每 个 稀释 液 重复 3 个 培养 四 ) ， 用 灭 菌 棒 涂 抹 均 匀 ， 待 菌 液 完全 吸收 后 ， 倒 置 于 37 Chi 


箱 培养 18 一 24h。 


© 菌落 数 的 计数 CCFU/IL) : 


用 计数 器 计数 培养 下 


1.3.4 ABPS 对 IPEC-1 紧密 连接 蛋白 相关 基因 mRNA 表达 


将 细胞 以 1X105 个 / 孔 接 种 于 6 


的 菌落 数 。 


孔 细胞 培养 板 中 ， 每 孔 加 入 2 mL 基础 培养 基 ， 待 细胞 


贴 壁 后 ， 分 别 加 入 相应 剂量 的 ABPS， 根 据 1.3.3 侵 染 结果 ， 本 试验 培养 基 中 ABPS AIRE 


分 别 为 0、50、200 pg/mL (每 个 处 型 


EU 5 个 重复 孔 ) ，37 C. 5% CO 培养 箱 中 培养 48 h， 


90 WFR, PBS 润 洗 2 次 ; 每 孔 加 入 1 mL Trizol, 按照 Trizol 试剂 说 明 书 提取 细胞 总 RNA。 


91 cDNA 合成 : 按照 TaKaRa PrimeScript™ RT reagent Kit With gDNA Eraser 操作 说 明 书 进 


92 ” 行 ， 反 应 结束 后 一 20 °C 保存 备用 。 引 物 均 由 上 海 生 工 生物 有 限 公司 合成 ， 具 体 信息 见 表 1。 


93 表 1 实时 荧光 定量 PCR 引物 序列 
94 Table ] Primer sequence of real-time fluorescent quantitative PCR 
基因 引物 序列 退火 温度 Annealing 
Genes Primer sequences (5'-3') temperature/°C 
Ras 相关 的 C3 肉 毒素 底 F: GGGACGAAGCTTGATCTCAG 55.3 
9) 1 RACI R: GTCGAACACTGTCTTGAGGC 55.9 
细胞 质 密闭 小 带 -1 F: AAGCCCTAAGTTCAATCACAATCT 54.5 
ZO-1 R: TCAAACTCAGGAGGCGGC 57.8 
闭锁 蛋白 Occludin F: TCCTGGGTGTGATGGTGTTC 57.1 
R: CGTAGAGTCCAGTCACCGCA 58.9 
闭合 蛋白 -1 Claudin-1 F: GCTGGGTTTCATCCTGGCTTCT 59.7 
R: CCTGAGCGGTCACGATGTTGTC 60.2 
磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 F: TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG 57.2 
GAPDH R: CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTC 56.6 
95 
96 实时 荧光 定量 PCR: 采用 SYBR Green I 染料 法 ， 按 照 SYBR Premix EX Taq™ IL HRE 


97 ”说 明 书 在 CFX96 荧光 定量 PCR 仪 进 行 定 量 分 析 。 反 应 体系 为 : 10 uL SYBR Premix EX Taq 


98 I, 2 pL 稀释 后 的 cDNA 模板， 上、 下 游 引物 (10 pmol/L) 各 0.8 uL, ddH20 6.4 uL, R 


99 ”程序 为 95 C 30s; 95 C 5s, 60 C 40s, 35 个 循环 ) 熔 解 曲线 从 60 至 95 ‘CC 逐步 升温 


100 (每 5s 增加 0.5 C) FRA. ARER H TRE HA (GAPDA)ZE AIA AB, 采用 2 “ct 法 进行 


101 ”目的 基因 的 相对 表达 量 计算 。 


102 1.4 数据 处 理 及 分 析 


103 数据 经 Excel 2007 初步 整理 后 ， 用 SPSS 21.0 统计 软件 进行 单 因素 方差 分 析 Cone-way 


104 ANOVA), 之 后 进行 Duncan 氏 法 多 重 比 较 , 差异 显著 水 平 为 P<0.05, 极 显著 水 平 为 P<0.01， 


105 ”结果 用 平均 值 + 标 准 差 (MeantSD) 表示 。 


106 2 结果 与 分 析 


107 ”2.1 ABPS 对 IPEC-1 增殖 的 影响 


108 表 2 可 知 ， 用 不 同 浓度 ABPS 分 别处 理 IPEC-1 细胞 12. 24. 48. 72 h 后 检测 细胞 增 
109 ” 殖 情 况 ， 发 现在 相同 培养 时 间 条 件 下 各 组 间 IPEC-1 细胞 活性 均 无 显著 性 差异 (P>0.05) 。 
110 表 2 ABPS 对 IPEC-1 增殖 的 影响 
111 Table 2 Effects of ABPS on IPEC-1 proliferation — (76) 
时 间 ABPS 浓度 ABPS concentration/(ug/mL) P fü 
Time/h 0 50 100 200 400 P-value 
12 0.40 +0.04 0.35 +0.02 0.36 +0.03 0.40 +0.06 0.38 +0.05 0.160 8 
24 0.47 +0.02 0.49 +0.02 0.48 +0.03 0.51 +0.03 0.49+0.05 0.206 8 
48 0.57 +0.02 0.55 + 0.02 0.57 +0.02 0.56 +0.02 0.55 +0.04 0.1105 
72 0.60 +0.02 0.59 +0.04 0.60 £0.05 0.59+0.05 0.61 0.05 0.944 0 
112 同行 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 CP>0.05) ， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显 


113 -& (P<0.05) ， 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显 闭 (P<0.01) . FXE 


114 In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant 


115 difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference 


116 — (P«0.05), and with different capital letter superscripts mean significant difference (P<0.01). The 


117 same as below. 


118 | 2.2 ABPS 对 沙门 氏 菌 侵 染 IPEC-1 的 影响 


119 表 3 可 知 ， 用 不 同 浓 度 的 ABPS 处 理 IPEC-1 细胞 48 h， 然 后 接种 沙门 氏 菌 ， 发 现 各 
120 ”组 间 细 胞 被 侵 染 的 沙门 氏 菌 数量 差异 极 显著 (PK<0.01) 。 统 计 分 析 结 果 表 明 ，ABPS 显著 抑 
121 — 制 沙 门 氏 菌 侵 染 IPEC-1, 其 抑制 效果 呈 先 增加 后 下 降 的 趋势 。 培养 基 中 添加 50 pg/mL ABPS 


122 ”抑制 沙门 民 菌 侵 染 IPEC-1 的 效果 最 强 ， 极 显著 高 于 对 照 组 、200、400 ug/mL ABPS 组 


123 (P<0.01) ， 与 100 ug/mL ABPS 组 的 差异 不 显著 (P>0.05) 。 


124 表 3 ABPS 对 沙门 氏 菌 侵 染 IPEC-1 的 影响 

125 Table 3 Effects of ABPS on Salmonella infecting IPEC-1 (n=5) CFU/ IL 

项 目 Item ABPS 浓度 ABPS concentration/(ug/mL) P fH 
0 50 100 200 400 P-value 

菌落 Folony 45.20+3.70% —12.80-2.39€  — 15.00+2.35% — 22.60--5.039 — 23.20 士 4.44Bb —— «0.0001 


126 2.3 ABPS 对 IPEC-1 紧密 连接 相关 蛋白 mRNA 表达 的 影响 


127 由 表 4 可 知 ,不 同 组 间 IPEC-1 紧密 连接 相关 和 蛋白 R4C1、ZO-1`.Occludin Claudin-1 mRNA 


128 ”的 相对 表达 量 均 存 在 极 显著 差异 (P<0.01) 。 与 对 照 组 相 比 ，0、200 pg/mL ABPS 均 显 著 上 


129 调 RAC1、2ZO-1、Occludin 和 Claudin-1 mRNA 的 相对 表达 量 。 其 中 ，RAC1 mRNA 的 相对 表 


130 ” 达 量 分 别 增加 77%、48%; ZO-1 mRNA 的 相对 表达 量 分 别 增加 79%、64%; Occludin mRNA 


131 的 相对 表达 量 分 别 增加 125%、81%; Claudin-1 mRNA 的 相对 表达 量 分 别 增加 218%、140%。 


132 ”与 50 ug/mL ABPS 组 相 比 ，200 ug/mL ABPS 组 的 R4C1、Occludin 和 Claudin-1 的 mRNA 


133 ”相对 表达 量 极 显 著 下 降 (P<0.01) 。 


134 表 4 ABPS 对 IPEC-1 紧密 连接 相关 和 蛋白 mRNA 相对 表达 量 的 影响 


135 Table 4 Effects of ABPS on related expression levels of tight junction proteins in IPEC-1 (n=5) 


JH ABPS 浓度 ABPS concentration/(ug/mL) Pi 
Items 0 50 200 P-value 
Ras 相关 的 C3 肉 毒 1.00+0.05° 1.77+0.20 1.4840. | 48^ «0.000 1 


素 底 物 1 RACI 
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138 


139 


140 


141 


142 


143 


144 


145 


146 


147 


148 


149 


150 


151 


152 


153 


细胞 质 密 闭 小 带 -1 1.01+0.098° 1.81+0.17% 1.6620. 16^ «0.000 1 
ZO-1 

闭锁 蛋白 Occludin 1.07+0.11°° 2.41+0.374 1.940.208 <0.000 1 
H 合 € -1 1.04:0.08€* 3.3140.2948 2.50+0.36Bb <0.000 1 
Claudin-1 

3 W ie 


大 量 研究 表明 ，ABPS 对 肠 道 功能 有 改善 作用 ， 并 且 可 以 改善 免疫 系统 。 秦 文雅 04 研 究 


表明 ，ABPS 可 以 改善 LPS 应 激 对 肠 道 吸收 功能 以 及 免疫 功能 的 影响 。 李 备 伟 053 研 究 表明 ， 


细胞 培养 基 中 添加 300— 1 200 ug/mL 的 APBS 能 够 显著 地 促进 猪 肠 上 皮 细 胞 (IPEC-J2 ) 的 


增殖 ， 并 且 适 宜 的 ABPS 对 IPEC-J2 生长 有 一 定 的 保护 作用 。 本 试验 结果 表明 ， 与 对 照 组 相 


比 ，ABPS 对 IPEC-1 的 增殖 无 显著 影响 。 


沙门 氏 菌 是 一 种 革 兰 氏 阴性 菌 , 通常 在 动物 


物 中 毒 。 在 各 类 细菌 引起 的 食物 中 毒 中 , 沙门 氏 


过 程 中 ， 由 于 仔猪 的 肠 道 功 能 发 育 不 完善 、 


仔猪 ， 致 使 仔猪 体温 升 高 、 精 神 不 振 、 长 


EKME, AR BUF AEN, ASE 


FH 
ZR 


表明 ，ABPS HAH 


时 间 发 生 腹 沽 、 生 长 发 育 缓慢 、 停 灌 等 ， 


也 会 通过 污染 食物 引起 人 类 食 


菌 中 毒 是 最 为 常见 疾病 之 一 09。 在 养 猪 生产 


免疫 能 力 低下 ， 沙 门 氏 著 极 易 感 染 2 一 4 月 龄 的 


严重 时 发 


的 IPEC-1 4 


胞 能 显著 


抵抗 沙门 氏 菌 的 侵 染 , 此 现象 与 陈 清华 03、 马 杰 等 08 的 报道 相似 , 即 饲 粮 


能 显著 抑制 断奶 仔猪 肠 道 病原 菌 的 生长 , 一 定 剂量 的 ABPS 在 体外 有 抑 于 


葡萄 球菌 的 效果 。 


| 大肠 杆菌 


! 添 加 适量 的 ABPS 


和 金黄 色 


小 肠 上 皮 细 胞 间 良 好 的 紧密 连接 结构 是 维持 小 肠 笑 膜 发 挥 正常 屏障 功能 和 吸收 功能 锯 


前 提 。 而 紧密 连接 是 依靠 一 系列 跨 膜 及 外 周 


连接 各 白 、 细 胞 骨架 蛋白 的 正常 表达 和 分 布 以 及 黏附 连接 的 完整 性 。 


定位 发 生 改变 就 会 导致 细胞 结构 受 损 、 通 透 性 : 


AA EMEN 


B ES 


H IAJ» 


g 


昌 形 成 的 复合 体 ， 其 功能 依赖 于 细胞 


旦 这 些 和 蛋白 的 表达 和 


及 毒素 经 肠 符 膜 进入 血液 循 


154 


155 


156 


157 


158 


159 


160 


161 


162 


163 


164 


165 
166 


167 


168 


169 


170 


171 


172 


173 


174 


175 


176 


环 ， 引 起 肠 道 炎症 [921。 庚 庆 华 外 体外 (Caco-2 细胞 单 层 模型 ) 和 体内 〈 大 鼠 ) 试验 均 表 明 ， 


沙门 氏 菌 SL1344 和 SARB21 感染 后 ，Occludin、Claudin-1 和 ZO-1 等 蛋白 的 分 布 较 正常 组 


分 散 , 表达 显著 下 降 , 细胞 间 隐 增 大 , 细胞 轮廓 不 清晰 。RACI1 广泛 表达 于 多 种 组 织 细 胞 内 ， 


在 维持 、 增 强 和 恢复 内 皮 细 胞 屏障 功能 中 发 挥 着 重要 的 作用 23。 机体 生理 情况 下 基础 水 平 的 


RACI 活性 在 细胞 黏着 连接 和 细胞 骨架 结构 形成 及 维持 两 者 连接 上 起 着 重要 作用 户 ]。 研 究 表 


明 ， 运 用 RACI 抑制 剂 干 扰 抑 制 RACI 的 活化 ， 将 导致 秋 着 连接 复合 体 的 破坏 以 及 细胞 骨 


架 肌 动 蛋白 之 间 连 接 的 破坏 P429。 本 研究 结果 表明 , 培养 基 中 添加 ABPS, 能 显著 上 调 IPEC-1 


细胞 紧密 连接 相关 


ER 


H (RACI. ZO-1. Occludin, Claudin-1) mRNA 的 相对 表达 量 ， 显 著 
表 


抑制 沙门 氏 菌 的 侵 染 ， 这 说 明 ABPS 能 通过 促进 小 肠 上 皮 细 胞 紧密 连接 相关 蛋白 mRNA 


达 ， 维 持 肠 道 条 膜 结构 的 完整 ， 从 而 抑制 病原 菌 的 侵 染 。 


4 结 i 
在 本 试验 条 件 下 : 


CD ABPS 在 0~400 g/mL 范围 内 对 IEPC-1 的 增殖 无 显著 的 影响 。 


(2 ABPS 处 理 后 的 IEPC-1 能 显著 抑制 沙门 氏 菌 的 侵 染 ， 随 着 ABPS 浓度 的 增加 ， 其 


抑制 效果 呈 先 增加 后 降低 的 变化 。 


(3 50、200 pg/mL ABPS 可 以 显著 上 调 正 PC-1 紧密 连接 相关 蛋白 mRNA 的 相对 表达 


ph 
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Study on Inhibitory Effects of Achyranthes bidentata Polysaccharides on Salmonella infection in 


Intestinal Porcine Epithelial Cells-1 


ZHAO Yurong WANG Yaodong 


(College of Animal Science and Technology, Hunan Agriculture University, Hunan Co-Innovation 


Center of Animal Production Safety, Changsha 410128, China) 


Abstract: This experiment was conducted to evaluate the effects of Achyranthes bidentata 


polysaccharides (ABPS) on proliferation, mRNA expression of tight junction related proteins and 


infection of Salmonella in intestinal porcine epithelial cells-1 (IPEC-1). Adding ABPS in IPEC-1 


culture medium, the final concentration of ABPS were 0, 50, 100, 200, 400 u g/mL. The effects 


of ABPS on IPEC-1 were detected using MTT assay, quantitative real-time PCR and plate colony 


counting method. The results showed as follows: 1) compared with the control group, ABPS had 


no significant effect on IPEC-1 (P>0.05). 2) The ABPS significantly inhibited Salmonella 
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infection in IPEC-1, with the increase of ABPS concentration, the number of infected Salmonella 


decreased first and then increased. The number of infected salmonella in IPEC-1 treated with 50 


ug/mL ABPS was the lowest among all groups, and was significantly lower than that in control 


group and 200 and 400 ug/mL of ABPS groups (P«0.01). 3) Compared with the control group, 50 


and 200 ug/mL of ABPS significantly up-regulated the mRNA expression of tight junction 


associated proteins (ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, Zonula occluden-1, Occludin, 


Claudin-1) in IEPC-1 (P<0.01). Above results indicate that suitable ABPS can promote IEPC-1 


proliferation, strengthen the barrier function of intestinal mucosa and inhibit Salmonella infection 


with up-regulation the mRNA expression of tight junction associated proteins. 


Key words: Achyranthes bidentata polysaccharides; Salmonella; intestinal porcine epithelial 


cells-1; tight junction 
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